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Patentanmeldung von Prof Dr. Giinter Fuhr, Berliner Str. 28a, 13127 Berlin, 28. 12. 1997 



Verfahren und Vorrichtung zur Vermessung und Kalibrierung von Laser-Pinzetten 

Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur quantitativen Vermessung 
optisch induzierter Krafte auf Teilchen in optischen Kafigen. Hierzu wird ein elektrischer 
Hochfrequenzfeldkafig, gebildet durch eine Gruppe von Mikroelektroden (1 1 bis 18), mit 
einem fokussierten Lichtstrahl (19) so kombiniert, daB sich der Fokus (1 10a) innerhalb des 
Feldkafigraumes (1 1 1) befindet. Das Verfahren beruht darauf, ein Teilchen (1 13) in einem 
Laserstrahl zu fangen und in eine Position (z.B. 114, Koordinaten (xl,yl,zl)), mit Abstand 
zum Fangpunkt (1 10b) des Hochfrequenzfeldkafigs zu bringen. Uber eine Erhohung der 
Amplitude der an die Elektroden angelegten Hochfrequenzsignale werden die auf das 
Teilchen (113) wirkenden elektrischen Polarisationskrafte des Feldkafigs solange erhoht, bis 
das Teilchen (113) aus dem Laserfokus (1 10a) herausgedruckt und in den Fangpunkt (1 10b) 
des Hochfrequenzfeldkafigs gezogen wird. Da die elektrischen Polarisationskrafte auf das 
Partikel und die Feldverteilung zwischen den Elektroden (1 1 bisl8) bekannt sind, kann aus 
der Amplitude der elektrischen Signale zum Zeitpunkt des Positionswechsels auf die optisch 
induzierten Krafte geschlossen werden. Durch Wiederholen der Prozedur des „Laser- 
Trappings" und der Verschiebung des Partikels (1 13) in beliebigen Raumrichtungen in oder 
nahe dem Feldkafig (111) iassen sich die optisch induzierten Krafte dreidimensional im 
optischen Fokalgebiet bestimmen und die Fanggute des Lasers kalibrieren. 



(Figur 1) 



Verfahren und Vorrichtung zur Vermessung und Kalibrierung von Laser-Pinzetten 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Vermessung optischer Feldfal- 
len und der Bestimmung von optisch induzierten Kraften in alle drei Raumrichtungen, die auf 
mikrometergroBe Teilchen ausgeubt werden. 

Laserfallen, auch „optical tweezers", „Laser-Pinzetten" oder „opticaI traps" genannt, werden 
seit etwa zwei Jahrzehnten auf den Gebieten der Biotechnologie, Medizin und Molekularbio- 
logie sowie auf technischem Gebiet zur Positionierung und Manipulation mikrometergroBer 

d submikrometergroBer Partikeln eingesetzt [Berichte der Bunsen-Gesellschaft fur physika- 
ische Chemie, Bd. 93, Nr.3, 1988, „Laser in Life Sciences"; Weber, G. and Greulich, K. O. 
1992, Int. Rev. Cytol. 131,1; Block, S.M. 1990, Noninvasive Techniques in Cell Biology", 
Wiley-Liss. New York ,375]. Die Entwicklung oben genannter „Laser-Tweezer" geht vor 
allem auf ASHKIN zuruck [Ashkin, A., 1970, Phys. Rev. Lett. 24, 156], Das Prinzip des Par- 
tikel-Trappings beruht darauf, daB neben dem Lichtdruck, der stets ein Teilchen von der 
Lichtquelle wegdriickt, Gradientenkrafte auftreten, die dazu fuhren, daB ein Teilchen in den 
Fokus gelangt bzw. stabil in diesem gehalten wird. Voraussetzung ist, daB die Absorption und 
Reflexion des Teilchens gering ist, wahrend der Unterschied im Brechungsindex zur Umge- 
bungslosung mSglichst groB sein sollte. 

as „bptical-trapping" hat in den letzten Jahren vor allem deshalb eine groBere Verbreitung 
erlangt, weil bei gleicher, stets starker Fokussierung des Lichtstrahls sowohl Teilchen, die 
grdfler als die WellenlSnge (sogenannte Mie-Teilchen) als auch Objekte die kleiner als die 
Wellenlange sind (sogenannte Rayleigh-Teilchen) gefangen werden konnen. Das sind vor 
allem biologische Objekte wie Zellen, Organellen und andere Zellbestandteile als auch groBe 
Molekule (wie DNA) und ktinstliche Mikropartikeln [Block, S. M. et al, 1990, Nature 348, 
348; Bonder, E. M. et al. 1990, J. Cell Biol. 11, 421]. 

Elektromagnetische Feldkafige gehen auf den Physiker PAUL [Paul,W. et al., 1958, For- 
schungsberichte des Wirtschaftsministeriums, Nordrhein-Westfalen Nr.: 415 und 450; Paul, 
W., 1990, Phys. Blatter 46, 227] zurttck. Sie werden vor allem in der Elementearteilchenphy- 



sik zum Fangen und Vermessen atomarer Teilchen bei niedrigem Gasdruck verwendet. 1993 
wurden erstmals fliissigkeitsgefullte, dreidimensionale Mikrofeldkafige unter Nutzung dielek- 
trophoretischer Krafte vorgestellt [Schnelle et al., 1993, Biochim. Biophys. Acta 1 157, 127], 
Wird die Leitfahigkeit einer Suspensionslosung hoher gewahlt, als die mittlere Leitfahigkeit 
des Teilchens, so sind die im E-Feld induzierten Oberflachenladungen an dem Partikel derart 
angeordnet und gepolt, daB auf das Partikel abstoBende Krafte wirken [Fuhr, G. et al., 1994, 
Biochim. Biophys. Acta 1201, 353]. Auch dieses Prinzip kann zum Fangen, Positionieren und 
Bewegen von Teilchen benutzt werden [Schnelle et al., 1993, Biochim. Biophys. Acta 1 157, 
127]. In diesen dielektrischen Feldkafigen konnen ebenfalis den Mie- als auch Rayleigh- 
Teilchen entsprechende Objekte gehalten werden. Eine Kombination beider Prinzipien zum 
Zwecke einer hoheren Fangkraft wurde mehrfach vorgeschlagen, da das optische und das 
lektrische Kraftfeld nahezu nicht miteinander interferieren [Fuhr,G. and Shirley * S.G. 1998, 
Topics in Current Chemistry, Vol. 194, 84]. 

Ein bisher ungelostes Problem ist die Ermittlung der real im optischen Feld (Lasertrap) auf ein 
Teilchen wirkenden Krafte. Hierzu gibt es mehrere, aufierordentlich zeit- und gerateaufwendi- 
ge Methoden, die sich wie folgt zusammenfassen lassen: 

Variante I [Svoboda, K. and Block, S. M., 1994, Ann. Rev. Biophys. Biomol. Struc, 247]: 
Auf ein im Laserfokus gefangenes Teilchen wirkt eine kalibrierbare Stromung. Gesucht wird 
die Stromungsgeschwindigkeit, bei der das Teilchen gerade aus dem Laserfokus gerissen wird 
oder gerade noch in diesem verbleibt. Aus dieser Stromungsgeschwindigkeit kann uber die 

tokes'sche Reibung eine Fangkraft berechnet werden. Nachteilig an diesem Verfahren ist vor 
allem, daB es schwer fallt, mit ein und demselben Teilchen wiederholt Messungen auszufuh- 
ren und, daB nur sehr komplizierte Kanalaufbauten eine Vermessung in verschiedene Raum- 
richtungen erlauben. Eine wirklich raumliche (x-, y-, z-) Kraftvermessung ist nicht moglich. 
Dieses Verfahren ist auf bestimmte Teilchenformen (Kugel, Ellipsoid) mit glatter Oberflache 
beschrankt. 

Variante II [Dennis, C. P., 1990, Faraday Discuss. Chem. Soc. 90, 209]; 
Messung der mittleren Auslenkung eines Teilchens im Laserfokus aufgrund der Brown* schen 
StoBe. Hier ist zwar prinzipiell eine Vermessung in alle Raumrichtungen moglich, sie erfor- 
dert jedoch sehr prazise Messung der Partikelbewegung mit Submikrometergenauigkeit und 



kann fiir die meisten Mie-Teilchen nicht verwendet werden, da diese zu grofl fiir eine merkli- 
che Auslenkung sind. Hinzu kommt, dafi die Messungen mit steigender Laserleistung immer 
schwieriger und ungenauer werden. 

Variante in [Dennies, C. P. and Walz, J. Y., 1993, Applied Optics, 1629]: 
Abreifien eines Teilchens mittels „Laser-Pinzette", das in definierter Weise an einer Unterlage 
befestigt ist. Dabei wird die Streuung einer evaneszenten Oberflachenwelle bei Totalreflexion 
benutzt, urn die Bewegung des Objektes in z-Richtung (senkrecht zur Oberflache) mit einer 
Genauigkeit im nm-Bereich zu bestimmen. Auch dieses Verfahren kann nicht in alle Raum- 
richtungen und vor allem nicht rasch angewendet werden, sondern erfordert einen hohen Kali- 
brier- und GerSteaufwand. 

Allgemein steht somit eine schnelle und leicht anzuwendende Methode, die vor allem auch in 
dem spater zu nutzenden Umgebungsmedium, mit eben diesen Teilchen und unter vergleich- 
baren Bedingungen angewendet werden kann, noch aus. 

Gegenuber dem Stand der Technik liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, eine verbesserte 
Vorrichtung zur Erfassung optisch induzierter Krafte und ein entsprechendes Verfahren anzu- 
geben, die sich durch eine erhohte MeBgeschwindigkeit, bessere Reproduzierbarkeit und Ge- 
nauigkeit auszeichnen. Die Erfassung der Krafte soil ttber ein elektrisches Signal in rasch 
wiederholbarer und automatisierbarer Form erfolgen, wobei optisch induzierte Krafte mit ei- 
ner Genauigkeit im pN-Bereich und darunter in beliebige Raumrichtungen erfafit werden sol- 
n. 

Das wird mit der technischen Lehre der unabhangigen Anspriiche 1, 9 bzw. 18 erreicht. Vor- 
teilhafte Ausfuhrungsformen der Erfindung sind in den abhangigen Anspriichen angegeben. 

Beim „Laser-Trapping" kann ein Teilchen in einem lokalen Gleichgewicht gehalten werden, 
das durch eine optische Falle im Fokus mindestens eines Laserstrahls gebildet wird. In einem 
Hochfrequenz-Mikrofeldkafig kann ein Teilchen in einem lokalen Gleichgewicht gehalten 
werden, das durch einen Fangbereich der jeweilig realisierten Feldverteilung gebildet wird. 
Der Fangbereich kann je nach Feldverteilung durch einen Punkt, eine Linie oder einen Raum- 
bereich gebildet werden. In der folgenden Beschreibung wird ohne Beschrankung auf die Re- 




alisierung des Fangbereiches als Fangpunkt Bezug genommen, die Erfindung kann jedoch 
entsprechend mit beliebig gebildeten Fangbereichen implementiert werden. Die Erfindung 
beruht darauf, die optisch induzierten Krafte in der optischen Falle (optischer Kafig) aus den 
elektrischen Kraften auf das Teilchen beim Obergang zwischen den Gleichgewichtszustanden, 
d. h. vom Fokus zum Fangpunkt oder umgekehrt, zu bestimmen. ErfindungsgemaB wird die 
Aufgabe insbesondere gelost, indem das „Laser-Trapping" in einem elektrischen Hochfre- 
quenz- Mikrofeldkafig erfolgt, dessen Feldkrafte und elektrische Feldverteilung bekannt sind 
und der zur Einkopplung des zur Bildung des optischen Kafigs erforderlichen Laserlichts ein- 
gerichtet ist. Durch Verschieben des im Lasertrap (Fokus) gefangenen Teilchens aus dem 
Fangpunkt des Feldkafigs bei niedriger elektrischer Fangleistung in eine definierte Position 
mit Abstand vom Fangpunkt kann durch nachfolgende Erhohung der Amplitude der elektri- 

hen Ansteuersignale des Feldkafigs genau der Schwellenwert bestimmt werden, bei dem die 
elektrischen Feldkrafte das Teilchen aus dem optischen Fokus zuriick zum Fangpunkt bewe- 
gen, oder umgekehrt. 

Die Einkopplung des zur Bildung des optischen Kafigs erforderlichen Laserlichts wird durch 
verschiedene bauliche MaBnahmen am Mikrofeldkafig erzielt. Zu diesen zahlt insbesondere 
die Anbringung mindestens einer Teilgruppe der Elektroden des Mikrofeldkafigs auf einem 
Substrat, das transparent und so dunn ist, daB eine Laserlichtquelle genugend dicht an den 
Mikrofeldkafig gefuhrt werden kann, daB in diesem der Fokus gebildet wird. Bei praktisch 
verfugbaren Gestaltungen von Laserpinzetten umfafit die Laserlichtquelle u. a. ein Einkop- 
elobjektiv moglichst hoher numerischer Apertur. Dadurch ist die Brennweite iiblicherweise 
Bereich einiger hundert Mikrometer. Das transparente Substrat besitzt somit vorzugsweise 
eine Dicke kleiner als die Brennweite der Laserlichtquelle. 

Die Erfindung erlaubt je nach Anwendung, die qualitativen und/oder quantitativen Parameter 
der optisch induzierten Krafte an einem Teilchen zu erfassen. Die quantitative Bestimmung 
der optisch induzierten Krafte kann aus wenigen GroBen erfolgen, die z. B. die Orte des Fokus 
und des Fangpunktes, die Feldverteilung zwischen den Elektroden, die elektrischen Eigen- 
schaften des Teilchens und seiner Umgebungslosungen als auch die Form, Phasenlage, Fre- 
quenz und Amplitude aller Elektrodensignale umfassen. Alle diese GroBen lassen sich 
unabhangig von der eigentlichen Messung oder vorab auf rein elektrischem Wege oder uber 
eine einmalige numerische Simulation der Feldverteilung im Hochfrequenzkafig bestimmen. 



Die optisch induzierten Krafte, die auf das Teilchen wirken, lassen sich aus der Amplitude der 
elektrischen Ansteuersignale des elektrischen Feldkafigs beim Ubergang zwischen den 
Gleichgewichten bestimmen. Durch systematisches Verschieben eines in seinen passiven 
elektrischen Eigenschaften bekannten Partikels in x-, oder/und y-, oder/und z-Richtung kon- 
nen auf diese Weise die Krafte, die der fokussierte Laserstrahl auf ein Teilchen dieser GroBe 
ausiiben kann, quantitativ und ortsaufgelost bestimmt werden. 

Ein Vorteil der Erfindung ist es, daB der Kraftegradient der optisch induzierten Krafte relativ 
steil ist, so daB der genannte Obergang zwischen den Gleichgewichten schwellwertartig oder 
sprunghaft erfolgt und somit besonders leicht und genau registriert werden kann. 

rfindungsgemaB kann diese Prozedur automatisiert und zur Kalibrierung des Laserstrahls 
benutzt werden. Die Messungen lassen sich beliebig oft wiederholen, lassen sich in wenigen 
Sekunden ausfuhren und konnen zudem an ein und demselben Teilchen in der spateren Um- 
gebung durchgefuhrt werden. Neben Absolutwerten der optisch induzierten Krafte konnen 
Symmetrieabweichungen der optischen Strahlung und deren Intensitatsprofile nahe und im 
Fokalbereich, d.h auch relative Werte bestimmt werden. 

Die Erfindung ist mit beliebigen Teilchen wie synthetischen Partikeln oder biologischen Zel- 
len oder deren Bestandteilen implementierbar. Die TeilchengroBe liegt im gesamten GroBen- 
bereich von Teilchen, die mit Laserpinzetten manipulierbar sind, vorzugsweise bei einer 
GroBe kleiner als 200 |im. 

Bevorzugte Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung werden nachfolgend unter Bezugnahme auf 
die beiliegenden Figuren nSher erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 : eine Prinzipdarstellung der Anordnung der Feldkafigelektroden und einer 
optischen Falle; 

Fig. 2: eine weitere Prinzipdarstellung der Anordnung der Feldkafigelektroden und einer 
optischen Falle; 

Fig. 3: eine Kurvendarstellung zur Illustration experimenteller Ergebnisse; 



Fig. 4: beispielhafte Darstellungen der Feldverteilungen eines Oktupol-Feldkafigs; und 

Fig. 5: eine Kurvendarstellung zur Illustration der Fangkrafte des in Figur 4 gezeigten 
Feldkafigs in z-Richtung. 

Die Erfindung wird im folgenden unter Bezug auf die Kombination eines Oktupol-Feldkafig 
mit einem einzelnen Fang-Laserstrahl beschrieben, ist jedoch entsprechend mit beliebigen 
Feldkafigformen bzw. mehreren Laserstrahlen realisierbar. 

Beispiel 1: 

ntsprechend Figur 1 wird ein elektrischer Hochfrequenzfeldkafig, bestehend aus den Mi- 
kroelektroden (1 1 bis 18) mit dem fokussierten Lichtstrahl (19) so kombiniert, daB sich der 
Fokus (1 10a) im eiektrischen Feld der Mikroelektroden, d. h. entweder innerhalb des Feldka- 
figraumes (111) oder in unmittelbarer Nahe (112) auBerhalb des Kafigs befindet, wahrend der 
Fangpunkt (1 10b) des Hochfrequenzfeldkafigs an einem dazu beabstandeten Ort (z.B. einen 
Bruchteil bis zu mehrere Partikeldurchmessern entfernt) liegt (z.B. an der Stelle 1 14, charak- 
terisiert durch die Koordinaten (xl,yl,zl)). Das Verfahren erfoigt beispielsweise derart, daB 
ein Teilchen (1 13) im Laserstrahl gefangen und zunachst durch eine Fokusverschiebung in die 
bezeichnete Position (z.B. 1 14) gebracht wird. Uber eine Erhohung der Amplitude der an die 
Elektroden angelegten Hochfrequenzsignale werden die eiektrischen Polarisationskrafte des 
"eldkafigs solange erhoht, bis das Teilchen (1 13) aus dem Laserfokus herausgerissen wird 
d sich in den Fangpunkt (1 10b) bewegt (Ubergang zwischen den lokalen Gleichgewichten). 

Der Ubergang zwischen den lokalen Gleichgewichten kann altemativ auch ausgefuhrt werden, 
indem die Laserleistung erhoht wird und das Teilchen aus dem Fangbereich des Feldkafigs in 
den Fokus bewegt wird und/oder indem die Orte der Fangpunkte oder des Fokus verschoben 
werden und eine Wegbestimmung erfoigt. Da die eiektrischen Polarisationskrafte auf das 
Teilchen und die Feldverteilung zwischen den Elektroden (11-18) bekannt sind, besteht eine 
direkte Proportionality zwischen der meflbaren Laserleistung im Fokalbereich, der Amplitude 
der eiektrischen Signale und der auf das Partikel wirkenden optisch induzierten Krafte. Durch 
Wiederholen der Prozedur und Verschieben des Teilchens (1 13) in beliebigen Raumrichtun- 
gen, lassen sich die auf das konkrete Teilchen wirkenden optisch induzierten Krafte quantita- 



tiv bestimmen. Es handelt sich dabei folglich urn eine elektrische Kalibrierung der optisch 
induzierte GegenkrSfte, die sehr einfach zu bewerkstelligen ist und es erlaubt, £N bis zu eini- 
gen hundert pN zu erfassen. 

Beispiel 2: 

Figur 2 zeigt die Darstellung eines kompletten Systems zur Vermessung der optisch induzier- 
ten Krafte, die auf ein im Fokus gefangenes Teilchen wirken. Der Mikrofeldkafig wird durch 
Mikroelektroden gebildet, die an aufeinander zuweisenden Oberflachen der Substrate 27, 29 
angebracht sind. Die Substrate 27, 29 werden durch einen Abstandshalter 28 getrennt, der 
einen Suspensionsraum bildet, in dem das zu untersuchende Teilchen dem Feld des Mikro- 
feldkafigs ausgesetzt wird. Das in Figur 2 obere Substrat ist genugend diinn, so daB der Fokus 
es optischen Kafigs in den Suspensionsraum fallt. 

Uber eine Offiiung (21) werden Zellen oder andere Mikropartikeln suspendiert in einer Lo- 
sung in den Kanal (22) eingespiilt und gelangen dann in den Feldkafig (23), dessen Ausgangs- 
elektroden (24a-d) mit einem Hochfrequenzfeld (kHz- oder MHz-Bereich, beliebige Signal- 
form (z. B. Rechteck-, Sinus-, Dreieck- oder andere Signalformen), Amplitude einige mV bis 
zu einigen 10 V) beaufschlagt werden. Befindet sich ein Teilchen im Kafig (23), werden die 
Eingangselektroden (25a-d) zugeschaltet und/oder die Stromung wird gestoppt. Mit dem La- 
serstrahl (26) wird analog zu Beispiel 1 das Teilchen im Feldkafigraum bewegt und die Ver- 
messung der optisch induzierten Krafte vorgenommen. Die fur das elektrische Trapping 
Jypischen Phasenverschiebungen der Elektrodensignale fur zwei mogliche Wechselfeld- und 

ei Rotationsfeldansteuerungsarten (2* AC-Feld bzw. 2*Rot-Feld) sind in Tabelle 1 zu- 
sammengefaCt. 



Feldart 


El. 25b 


El. 24b 


El. 24d 


El. 25d 


El. 25a 


El. 24a 


El. 24c 


El. 25c 


AC-Feld 


0° 


180° 


0° 


180° 


0° 


180° 


0° 


180° 


AC-Feld 


0° 


180° 


0° 


180° 


180° 


0° 


180° 


0° 


Rot-Feld 


0° 


90° 


180° 


270° 


180° 


270° 


0° 


90° 


Rot-Feld 


0° 


90° 


180° 


270° 


90° 


180° 


270° 


0° 



Tabelle 1 Phasenansteuerungen der Elektrodensignale eines Oktupols 

Beim Rot-Feld wird im Unterschied zum AC-Feld ein Drehmoment auf das Teilchen ausge- 
ubt, das zur Ausbildung einer Rotation (letzte Zeiie von Tab.l) fuhrt, die zusatzlich zur Kraft- 
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bestimmung genutzt werden kann. In der vorletzten Zeile von Tab. 1 erfolgt eine Drehmo- 
mentkompensation. 

Im vorliegenden Beispiel sind die Elektroden in planarer Form auf zwei Glassubstrate (27, 29) 
mit halbleitertechnologischen Methoden prozessiert worden, die uber Kopf durch einen 
Spacer (28) flussigkeitsdicht montiert sind, so dafl sie in die KanalflUssigkeit (22) eintauchen. 
Fur eine hohe Laserfokussierung ist es erforderlich, eines der Glassubstrate ( hier (27)) mog- 
lichst dtinn auszuflihren. Im vorliegenden Beispiel ist (27) 150 bis 200 iim dick und (29) be- 
steht aus 0.5 bis 1 mm starkem Glas oder KunststofF. 

Beispiel 3: 

ei steigender Laser- Ausgangsleistung wachsen die optisch induzierten Krafte, so daB zum 
genannten Ubergang zwischen den Gleichgewichten entsprechend steigende elektrische Feld- 
krafte, d. h. Signalamplituden, erforderlich sind. Dies ist anhand eines experimentellen Er- 
gebnisses in Figur 3 dargestellt. Deutlich ist zu erkennen, daB die Fangleistung der optischen 
Falle in z-Richtung schwacher ist (obere Kurve) im Vergleich zur x- und y-Richtung (untere 
Kurve). 

Aus einer Feldverteilung gemaB Figur 4 (erhalten aus einer einmalig auszufuhrenden numeri- 
schen Berechnung unter Beachtung der realen Elektrodengeometrien gemaB Figur 1 und Ab- 
stande) und den passiven elektrischen Eigenschaften des Testpartikels (in diesem Fall eines 
atex-Beads von 8 jam Durchmesser), ergeben sich die in Figur 5 dargestellten Fangkrafte der 
aserpinzette in z-Richtung. Die dargestellte Kurve bezieht sich auf eine Signalamplitude der 
Kafigelektroden von 10 V. Experimental konnten Amplituden bis zu 30 V appliziert werden. 
Bei einer quadratischen Abhangigkeit der Fangkraft des elektrischen Kafigs entspricht das 
einer maximal erfaBbaren Kraft von ca. 150 pN mit einer Auflosung im pN-Bereich und dar- 
unter. Dieses MeBergebnis steht in guter Ubereinstimmung mit der Theorie der „Laser- 
Pinzetten" (vgl. ASHKIN, A. 1992, Biophys. J. 61, 569). Feiner ausgefuhrte Elektroden er- 
lauben es, noch weitaus hohere Signalamplituden und damit elektrisch induzierte Krafte zu 
erzeugen, so daB auch wesentlich hohere Krafte erfaflbar sind. 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung ist es, daB die Methode schnell und leicht insbesondere 
auch in dem spater zu nutzenden Umgebungsmedium, mit den zu untersuchenden oder zu 
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manipulierenden Teilchen unter vergleichbaren Bedingungen angewendet werden kann. Fer- 
ner ist dieses Verfahren nicht auf bestimmte Teilchen- und Oberflachenformen beschrankt, 
sondern vielmehr mit beliebigen Teilchengeometrien realisierbar. Es kQnnen sogar die Krafte 
an zusammenhangenden Teilchengruppen (z. B. Aggregate o. dgL) beliebiger Form bestimmt 
werden. 




Verfahren und Vorrichtung zur Vermessung und Kalibrierung von Laser-Pinzetten 

Patentanspriiche 

1 . Vorrichtung zur Bestimmung optisch induzierter Krafte auf Teilchen im Fokus eines 
optischen Kafigs, gekennzeichnet durch eine Mikroelektrodenanordnung mit einem dreidi- 
mensionalen elektrischen Feld, in dem sich mindestens der Fokus mit dem Teilchen befindet 
und das elektrische Feldgradienten aufweist, die einen Fangbereich mit Abstand vom Fokus 
bilden. 

2. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, bei der die Mikroelektrodenanordnung planare Elek- 
oden umfaBt, die in Gruppen auf zwei voneinander beabstandeten Substraten angebracht 

&ind, von denen mindestens ein Substrat transparent ist. 

3. Vorrichtung gemaB Anspruch 2, bei der das transparente Substrat eine Dicke von we- 
niger als 500 jim besitzt 

4. Vorrichtung gemaB Anspruch 1 oder 2, bei der die Elektroden an aufeinander zuwei- 
senden Oberflachen der Substrate angebracht und die Substrate durch einen Abstandshalter 
getrennt sind, der einen Suspensionsraum bildet, in den der Fokus durch eines oder beide 
Substrate eingekoppelt werden kann. 

Vorrichtung gemaB Anspruch 4, bei der der Suspensionsraum Teil eines Kanals ist, 
durch den die Teilchen mittels einer Losungsstromung in das Feld der Mikroelektrodenanord- 
nung fuhrbar sind. 

6. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, bei der die Mikroelektro- 
denanordnung eine Vielzahl von Elektroden aufweist, deren Elektrodenenden einen Multipol 
bilden, der eine in x- , y-Richtung und/oder z-Richtung symmetrische elektrische Feldvertei- 
lung besitzt. 



7. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Ansprttche, bei der die Elektroden mit 
einer isolierenden dielektrischen Schicht tiberzogen sind oder aus gegenUber der L8sung im 
wesentlichen inerten Metallen wie Platin, Titan, Tantal oder Gold bestehen. 

8. Vorrichtung gemafi einem der vorhergehenden Ansprttche, bei der die Elektroden mit 
halbleitertechnologischen Methoden in dreidimensionaler Form oder in Hybridtechnik herge- 
stellt sind. 

9. Verfahren zur Bestimmung optisch induzierter Krafte auf Teilchen im Fokus eines 
optischen Kafigs mit einer bestimmten Laserleistung, mit den Schritten: 

a) Positionierung des Fokus in einer Mikroelektrodenanordnung mit einem dreidimensionalen 
lektrischen Feld, das elektrische, einen Fangbereich bildende Feldgradienten aufweist, mit 

Abstand vom Fangbereich derart, daB sich das Teilchen entweder im Fokus oder im Fangbe- 
reich befindet, 

b) Variation der Amplitude des elektrischen Feldes, der Laserleistung und/oder des Abstands 
des Fangbereiches vom Fokus, bis eine Obergangsbewegung des Teilchens vom Fokus zum 
Fangbereich oder umgekehrt erfolgt, und 

c) Ermittlung der optisch induzierten Krafte aus der Amplitude des elektrischen Feldes bei der 
Obergangsbewegung. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 9, bei dem die Schritte a) bis c) jeweils fur alle interessie- 
renden Raumrichtungen wiederholt werden. 

11. Verfahren gemaB Anspruch 9 oder 10, bei dem der Abstand zwischen dem Fokus und 
dem Fangbereich mindestens ein Zehntel des Teilchendurchmessers betragt. 

12. Verfahren gemaB einem der Ansprttche 9 bis 1 1, bei dem die Elektroden der Mikro- 
elektrodenanordnung alternierend mit 180° phasenverschobenen Signalen oder mit rotations- 
erzeugenden Signalen weiterer Phasenaufspaltungen beaufschlagt werden. 

13. Verfahren gemaB einem der Ansprttche 9 bis 12, bei dem der Fangbereich ein Fang- 
punkt ist und der Fangpunkt innerhalb des Strahlungsfeldes des optischen Kafigs liegt, so daB 
das Teilchen bei Erniedrigung oder Erhohung der Amplituden der Elektrodensignale bzw. der 



Laserleistung zwischen dem Fangpunkt und dem Fokus hin und her springt und der zugehori- 
ge Wert der Amplituden zur Bestimmung der optisch induzierten Krafte verwendet wird. 

14. Verfahren gemaB einem der Anspruche 9 bis 12, bei dem der Fangbereich durch min- 
destens eine Feldbarrieren vom optischen Kafig getrennt ist. 

1 5. Verfahren gemaB einem der Anspruche 9 bis 14, bei dem die elektrischen Feldkrafte 
tiber die Bewegung des Teilchens zur Justage des optischen Strahles, insbesondere seiner 
Fanggiite, Symmetrie oder eine andere Kalibrierung des optischen Strahlungsfeldes oder zur 
Charakterisierung der Teilchen verwendet werden. 

6. Verfahren gemaB einem der Anspruche 9 bis 1 5, bei dem die Bewegung des Teilchen s 
d damit die Bestimmung der optischen Krafte bzw. die Justage der Lichtquelle automatisch 
erfolgt, in dem die Teilchenbewegung auf optischem Wege oder/und elektrischem Wege de- 
tektiert wird. 

1 7. Verfahren gemaB einem der Anspruche 9 bis 1 7, bei dem das Teilchen ein syntheti- 
sches Partikel oder eine biologische Zelle oder deren Bestandteil ist, wobei das Teilchen eine 
GroBe kleiner als 200 (im besitzt. 



1 8. Verwendung eines MikrofeldkaTigs zur Kalibrierung einer Laserpinzette. 
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